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ABSTRAKT

Derivaty i1sochromanonu pfedstavuji vyznamné, avSak doposud malo
prozkoumané, slouceniny s prokazatelnymi funkcemi zejména v rostlinném
metabolismu. V literatuie je popsdno pomérné¢ malo syntetickych postupt
vedoucich k témto zajimavym latkdm. Jednou z mozZnosti, kde latky
s isochroman-1-onovym skeletem vznikaji, jsou reakce acylchloridi
S benzylmagnesium halogenidy. Cilem této prace bylo detailné prozkoumat
uvedenou reakci a pokusit se o vysvétleni zplisobu vzniku derivath
isochromanonu. Byl zji§tovan vliv reakénich podminek — pocatecni koncentrace
vychozich latek, délka reakéni doby, pouzité rozpoustédlo a ptitomnost dalSich
latek v reakéni smési. Zaroven byla zkoumana role dalSich latek nalezenych v
surovych produktech reakci, tedy hypotetickych intermediat, které by za
danych podminek mély poskytovat derivat isochromanonu, tak jako pii reakci
plvodnich vychozich latek. JelikoZ vySe uvedené pokusy nepftispély k odhaleni
zpusobu vzniku isochromanonovych derivat, byla pozornost zaméfena na
sledovéani distribuce selektivniho isotopového znaceni vychozich latek.
Sledovanim  distribuce isotopu O z vychoziho [*®OJadamantan-1-
karbonylchloridu pomoci hmotnostni spektrometrie bylo prokazano, ze pouze
jeden z kyslika laktonového kruhu isochromanonu pochazi z uvedené vychozi
latky. V pfipadé¢ péti izolovanych isochromanonii se podafilo pfipravit
monokrystaly vhodné pro difrakéni RTG analyzu. Bylo zjiSténo, Ze tyto derivaty
mohou v pevné fazi zaujmout dv¢ zcela odlisné konformace. U jednoho derivatu
se podafilo piipravit krystaly obou polymorfi. Mimo isochromanonovych
derivath byla studovana struktura ptislusnych 1,2,3-trisubstituovanych1,3-dion,
které jsou rovnéZ produkty studované reakce. Pomoci instrumentalnich metod
(RTG, IR, NMR a Ramanovy spektroskopie) bylo prokazano, Ze tyto derivaty s
objemnymi substituenty ve vSech tfech zminénych polohach existujyi v pevné
fazi 1 v roztoku vyhradné ve svych dioxo formach.



ABSTRACT

Isochroman-1-one derivatives represent an important class of compounds with
various functions, especially in plant metabolism. Nevertheless, they are little
explored. Recent literature describes only a small number of synthetic
procedures that lead to these interesting substances. One possible way for
formation of compounds with isochromanone skeleton is reaction of acyl
chlorides with benzylmagnesiumhalogenides, which was reported in 2006. The
aim of this work was to examine the reaction in detail and to suggest a way of
iIsochroman-1-one derivatives formation. The influence of reaction conditions,
I.e., initial concentrations of starting compounds, reaction times, different
solvents and some additional components in the reaction mixture were
investigated. The role of other substances, which were isolated from the crude
reaction products along with the isochromanones, was also investigated. These
compounds were treated under the conditions of original reaction to reveal
whether they can produce the desired isochromanone. Particular attention was
paid to track the distribution of selective isotope labeling of starting compounds,
as the above experiments did not bring new insight into mechanism of
isochromanone derivatives formation. It was clearly shown by means of tracking
the distribution of 8O isotope from the starting [*30] adamantane-1-carbonyl
chloride using mass spectrometry that only one oxygen atom of the lactone ring
of isochromanone comes from the starting acylchloride. Within the work on
isochromanone formation experiments, monocrystals suitable for diffraction
X-ray analysis were prepared in the case of five isolated isochromanones. It has
been found that these derivatives can adopt two distinct conformations in the
solid state. The crystals of both polymorphs were prepared in the case of one
derivative. In addition to isochromanone derivatives, the structure of the
corresponding 1,2,3-trisubstituted 1,3-diones, which are also products of the
studied reaction, was investigated. It has been demonstrated using instrumental
methods, i.e., RTG, IR, NMR and Raman spectroscopy, that these compounds,
with bulky substituents in all above mentioned positions, exit exclusively in the
in dioxo forms both in the solid state and in the solution.
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1. Uvod

1.1 Struktura a vlastnosti isochromanonovych derivatu

Mezi zakladni skelety latek bézné se vyskytujicich v pfirodnich materialech
odvozené od benzooxanu, patii isochroman (1), isochroman-1-on (2) a chromen-
2-on (kumarin) (3). VSechny vySe uvedené derivaty, zejména kumarin, se
vyskytuji v rostlinach, naproti tomu derivaty isochromanu byly v poslednich
letech izolovany predevdim z  bakterii  Penicilliumcorylophilum,!
Aspergillusustus,Penicilliumsp.,®! z houby Phomopsissp.®! nebo z kvéti

Trolliuschinensis.[”!

solNveRNso

Zvlastni  skupinu isokumarini  predstavuji  pravé isochroman-1-onové

derivaty, které jsou formalné analogy isokumarinu s nasycenou vazbou mezi C3

a C4 (jinak téz nazyvané 3,4-dihydroisokumariny). OH
Prvni zprava o izolaci isochroman-1-onového O
derivatu se datuje do roku 1916, kdy byl ziskan O 0

zkvéta Hydrangea hortensia hydrangenol (4) OH o 4
vykazujici synergni u¢inky s gibereliny.[® Derivaty

isochroman-1-onu jsou zajimavou a dulezitou hydrangenol

skupinou organickych sloucenin, které se ptirozené
vyskytuji v rliznych organismech, vcetné hub, rostlin ¢i hmyzu. V poslednich

letech bylo také velké mnozstvi isochroman-1-onovych derivati vykazujicich



biologickou aktivitu izolovano z moiskych organismt, piedevSim moiskych

hub.[®]

Jak jiz bylo zminéno, diky pfitomnosti rozlicnych substituentl ve své
struktufe vykazuji isochroman-1l-ony S$iroké spektrum biologické aktivity.
Mohou tak projevovat zajimavé farmakologické a biologické vlastnosti, jako
jsou napiiklad G¢inky fungicidni,[!®* antimikrobialni,*? antituberkulozni,*®

[13.14] ale také insekticidni,*® antialergenni, 1611

antimalarické,
antikarcinogenni,['®'°1 mohou inhibovat?®?! & naopak stimulovat?>?! rist

rostlin, nebo mit fytotoxickoul®®2 a antioxidaéni aktivitu.[30-31

Kromé¢ téchto vlastnosti pfitahuji isochroman-l-ony pozornost diky své
sladkéB?3 nebo hotké chuti.l®>%! Jelikoz né&které zt&chto derivati maji

vysokou sladivost, uvazuje se o nich jako o potencialnich nekalorickych

sladidlech.

MilZeme ovSem nalézt 1 tfadu vysoce toxickych isochroman-1-onovych
derivatl jako jsou mykotoxiny a piibuzné slouceniny, které byly izolovany a
intenzivné studovany pro jejich karcinogenitu, hepatotoxicitu, alergenni a

nékteré dali nezadouci G¢inky. 33l

1.2 Syntéza isochroman-1-onovych derivati

Kromé izolace z pfirodniho materidlu lze isochroman-1-ony syntetizovat
nékolika rdznymi cestami. ProtoZze se jedna o laktonovy skelet, je jednou
Zmoznosti jak  pfipravit isochroman-l-ony prostd intramolekularni
esterifikace.l!0183%42] Takovou esterifikaci (viz Schéma 1) byla zakoncena

naptiklad totalni syntéza metabolitu houby Periconia macrospinosa.*’!



Schema 1

OMe O OMe O

COOH COOH COOH
NaOH H,O, H* o Na[BH4] OH
COOH

Mimo esterifikace je mozné piipravit isochroman-1-ony reesterifikaci.[*3-4]

Nasledujici priklad vzniku isochroman-1-onového derivatu popsali Bouisseau a
spol. pfi syntéze ochratoxinu A, ktery byl vroce 1965 izolovan z
jihoafrické kultury Aspergillus ochraceu. Kondenzace vychoziho diethylesteru s
acetaldenydem vedla ke vzniku zminovaného derivatu ve vysokém vytézku

84 %, jak je znazornéno na Schématu 2.1

’
Schema 2

OH PLe o OH
EtO,C CO,Et EtO,C co ,Et EtO,C Et0,C

_CH,COOH _ o
EIOO,_, - CH,COOLi
H
\9 ®

Me O/ Li

Vysoké vytézky isochroman-1-onu lze dale ziskat oxidaci atomu uhliku
Vv poloze 1 pfislusného isochromanu.l*”-°%1 Na Schématu 3 je zobrazen postup,
pfi némz byl jako oxidaéni Ccinidlo pouzit oxid chromovy spolu
S pentahydrogenjodistou kyselinou za vzniku odpovidajiciho isochroman-1-onu

ve vytezku 99 %. 15U

Schema 3

m Cro, / H O, o
— 2



Dalsi z tradi¢nich metod pfipravy heterocyklické ¢asti isochroman-1-onovych
derivati je intramolekularni elektrofilni substituce vhodnych prekurzort
nasledovand selektivni oxidaci (Schéma 4). Vytézky cykliza¢niho kroku se jevi

byt zavislé na substituentech pfitomnych na aromatickém kruhu.?

Schéema 4

Me Me Me

: | S

fe) o) o b
MeOVWQ H H
o
OMe Y
Mo OMe 7 Sncl, CHCl, y s H
/ NaH, DMF o o) Py o)
P MeO MeO MeO

Jedna z mozZnosti konstrukce laktonového kruhu spociva ve vyuziti Heckovy-
Matsudovy cyklizace.®® Schéma 5 znéazorfiuje pifpravu isochroman-1-onu
svyuzitim  bromidu  méd'ného  jako katalyzatoru  pfi reakci
o-methoxykarbonylbenzendiazonium  bromidu. Klicovy krok zahrnuje
intramolekularni cyklizaci za vzniku poZadovaného derivatu ve vytézku

56 %.054

Schema 5
©5k )\W( _cubr _ ©é§;:{ ©f>§; Me,COM,0, 1t @5\’(
her - MeOH
A

Na zavér této kapitoly uvaddim ojedinély ptipad vystavby benzenového kruhu
isochromanonu (Schéma 6). Roux a spol. popsali vznik substituovaného
isochroman-1-onového derivatu aromatizaci dvou bicyklickych laktond, které

ptipravili v poméru 9:1 cyklizaci vychozi latky. Pti prichodu smési téchto dvou



latek sloupcem silikagelu byl ziskdn substituovany isochroman-1-on ve

vytézku 65 %.0%

Schéma 6
0 o Ph o Ph Ph
Ph TMST . Si0,
e — =
0 0 0 0
Me
0 0 4, 0 0
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Cile disertacni prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

Provést literarni resersi zplisobtl piipravy a biologickych ucinka isochroman-
1-onovych derivati.

Na zaklad¢ literarni reSerSe navrhnout mozZzny zplsob vzniku
isochromanonovych derivatl pii reakci acylchloridii
s benzylmagnesiumhalogenidy.

Studovat vliv podminek reakci na vytéZzky isochromanont a slozeni surového
produktu s cilem objasnit zplisob vzniku isochromanonovych derivata.
[zolovat komponenty surovych reak¢nich smési a pokusit se urcit, které¢ z
nich jsou intermedidty isochromanonovych derivati.

Ur¢it piivod a zptsob inkorporace kyslikovych atomt laktonové skupiny ve
struktufe isochromanonu.

Charakterizovat vSechny izolované latky pomoci vhodnych instrumentalnich
metod (NMR, ESI-MS, GC-MS, IR, RTG difrakéni analyza, EA).

Poznatky ziskané po dobu védecko-vyzkumné c¢innosti publikovat

v odbornych periodicich a prezentovat na védeckych konferencich.

11



3. KOMENTAR PUBLIKACNICH VYSTUPU A
VYSLEDKU DISERTACNI PRACE

Vroce 2006 byla publikovana reakce adamantan-1-karbonylchloridu
s benzylmagnesiumbromidem,? pii niz vznikal jako minoritni produkt derivat
isochromanontt (Schéma 7). Tato sloucenina byla neocekivana, piedevSim
Z diivodu nejasného plivodu laktonového karbonylu ve struktufe. Jediny zfejmy

zdroj kyslikového atomu piedstavoval vychozi acylchlorid.

Schema 7

| 48h, 25°C
o

Kromé& néavaznosti na vySe zminovanou publikaci, vychdzi tato disertacni

+ 5 fatek

prace z vyzkumu shrnutého v mé diplomové praci,®® kde byla zkouména
obecnost reakce vzhledem ke struktufe Grignardovych cCinidel, pficemz jako
acylchlorid byl vzdy pouzivan adamantan-1-karbonylchlorid. Déle byly
pfedbézné studovany obmény reakénich podminek a jejich vliv na vytézky
sledovanych isochromanont. Analyzami pomoci GC-MS bylo zjisténo, ze tyto
podminky neovliviiuji pribéh reakce ani v pozitivnim ani v negativnim smyslu.
Nicméné, tyto experimenty byly v rdmci disertaCni prace zopakovany za

piesnéji definovanych podminek a doplnény.

3.1 Studium obecnosti reakce — vliv struktury acylchloridu

Ptehled vSech zkoumanych wvariaci struktury Grignardova Ccinidla a

acylchloridu je uveden na Schématu 8.

12



Jako prvni alternativni acylchlorid byl testovan pivaloylchlorid. Pfi analyze
reakéni smési pripravené reakci acylchloridu 5b a latky 6¢ byly detekovany
pomoci GC-MS analogické produkty jako v piipadé pouziti acylchloridu 5a.
Protoze v piipadé acylchloridu 5b bylo mozné vSechny komponenty smési
analyzovat pomoci GC-MS jiz béhem 25 min (oproti vice nez 100 min Vv
pripad¢ acylchloridu 5a), byl nadéle pouZzivan pivaloylchlorid pro studium vlivu
podminek reakce na slozeni produktu (viz kapitola 3.2). Kromé
pivaloylchloridu byl déle testovan chlorid kyseliny cyklohexankarboxylové a
byla prokazana piitomnost odpovidajiciho isochromanonu v surovém produktu.
Ukazalo se tedy, Ze vznik isochromanonu je obecny jev nezavisejici na jedné

konkrétni struktufe acylchloridu.

Schema 8
Tabulka 1
R R | Rs | Rs
5a Ad -] - -
5b tbhut | - | - -
6a - H|]H]H
MgCl 6b - Me H H
R, 6¢ - H |[Me]| H
" s 6d - H|H]|Me
° " 7a-13a | Ad | H | H | H
: te 7b-13b | Ad [Me|[ H | H
o L n 7c13c | Ad | H [ Me| H
W/@ 70-13d | Ad | H | H | Me
r - 7e-13e | t-but H H H
7f-13f t-but | Me | H H
79-13g | t-but H | Me| H
7h-13h | thut | H [ H | Me

3.2 Studium vlivu podminek reakce na sloZeni surového produktu

Nejprve byl studovan vliv reakénich podminek na zastoupeni jednotlivych
sloZek produktu, zejména pak na vytézek isochromanonu. Pro modelové reakce
byla pouzita latka 5b a jako Grignardovo ¢inidlo byl vybran

3-methylbenzylmagnesiumchlorid (6c).

13
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Obrazek 1- Chromatogramy a EI-MS spektra isochromanonovych derivatii

Obsah isochromanonu v surové reakéni smési byl analyzovan kvantitativné
Vv roztoku zpracované reak¢ni smési. Ke konstrukci kalibracni kiivky byl pouzit
nezavisle pripraveny piisluSny isochromanon a jako interni standard byl
pouzivan benzofenon. Reakéni smési byly zpracovavany s analytickou presnosti
a chyba reprodukovatelnosti experimentii nepiesahovala chybu stanoveni

metodou GC-MS, tedy 5%.

Prvnim studovanym parametrem reakce byl stechiometricky pomér dvou
hlavnich komponent, tedy Grignardova c¢inidla 6¢ a acylchloridu 5b. Je totiz
ziejmé, ze pro vznik terciarniho alkoholu 8 jsou zapotiebi dva ekvivalenty
Grignardova cinidla a jeden ekvivalent acylchloridu. Rovnéz molekula
isochromanonu obsahuje dvé benzenova jadra, proto je velmi pravdépodobne,
ze se na jeho vzniku podileji nejméné dvé molekuly Grignardova Cinidla. Pocet
nezbytné nutnych molekul acylchloridu 5 je diskutabilné;jsi. Ziejma je naptiklad
nutna participace dvou molekul acylchloridu pfi vzniku dioxo derivatd 9. Na
druhou stranu, pocet molekul acylchloridu nutnych pro vznik sledovanych
isochromanont byl od pocatku jednou z kliovych otazek této prace. Zména
poméru Grignardova Cinidla (Obrazek 2a) neméla na vytézek isochromanonu
prakticky zadny vliv, zatimco piiblizné ¢tyfnasobny piebytek acylchloridu 5b
(Obrazek 2c¢) znatelné podpofil tvorbu pozadovaného produktu.

14
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Obrazek 2 - \ytezky isochromanonu (absolutné v mg) v zavislosti na
promennych podminkdch studované reakce (Cervené je vyznacen nejvyssi

vytezky v dané sérii)

Dale byl studovan vliv pfidavku riznych potencialnich katalyzatora reakce
(TEA, Et,0O-BF3, AICIs) ¢i mozného zdroje karbonylu (CO,), nicméné zadny
vyznamny pozitivni vliv se neprojevil (Obrdzek 2d). Protoze je znamo, Ze se
rozpoustédlo podili na vzniku nékterych komponent reakéni smési (napiiklad
rozkladem diethyletheru ptisobenim acylchloridu vznikd piislusny ethylester)
byla provedena reakce v rtiznych kombinacich rozpoustédel (Obrazek 2e).
Grignardovo  ¢inidlo se nicmén€ musi pfipravovat v rozpoustédle
s elektrondonornimi  atomy (ethery, piipadné tercidarni aminy)? z &ehoz
pramenilo zakladni omezeni vybéru vhodnych rozpoustédel. Jako zajimavy, 1
kdyZ dosud ne zcela uspokojivé vysvétleny, se ukazal byt ptipad, kdy bylo
Grignardovo ¢inidlo pfipraveno konvenéné v diethyletheru a tento roztok byl

ponechan reagovat s latkou 5b rozpusténou v suchém toluenu (Obrazek Z2e,

reakce xii).
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3.3 Priprava standardi komponent reakéni smési

a hypotetickych intermediata

Protoze studium slozeni produktu v =zavislosti na podminkach reakce
nepiineslo zdsadni poznatky k objasnéni mechanismu vzniku isochromanont,
bylo pfistoupeno k jiné strategii, kterd spoc¢ivala v nezéavislé ptiprave Ci izolaci
hypotetickych intermediati ze surovych reakénich smési a podrobeni téchto
latek obdobnym podminkam, které panuji v originalni studované reakci s cilem
posoudit vliv takto obohacené reakéni smési na vytéZek hledaného

iIsochromanonu.

3.3.1 Nové latky izolované primo z reak¢énich smési

Diketony

Ze surové smési ziskané reakci acylchloridu 5b a Grignardova ¢inidla 6b se
podaftilo izolovat dal$i, dosud neznamy a nutno pfiznat 1 neocekavany produkt
reakce. Tato latka 13f, podle ¥C NMR spektroskopie se dvéma
neekvivalentnimi oxo skupinami, byla ziskdna ve form¢ monokrystalu a jeji

struktura tak byla potvrzena pomoci RTG difrakéni analyzy (Obrazek 3).

Obrazek 3 - ORTEP diagram latky 13f
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Analogicka latka byla izolovana a identifikovana pomoci NMR 1 z reakce
latky 5a s 6b. Zda se tedy, ze tyto slouceniny jsou opét obecnym produktem
vznikajicim ve vSech studovanych reakcich. Na Schématu 9 je znazornén mozny

mechanismus vzniku této neocekavané latky.

Schema 9

3.3.2 Priprava standardii a intermediati a jejich vyuziti pri studiu

mechanismu

Odhaleni pfitomnosti a potvrzeni struktury dosud neznamé komponenty
smési, vyse popsané latky 13f, nés ptivedlo k prozkoumani mozné premény této
latky na isochromanon reakci s odpovidajicim Grignardovym ¢inidlem. Pro tyto
ucely bylo nutné piipravit veétsi mnozstvi této latky z predpokladaneho
prekurzoru (latky 9f), ktery se jevil jako nejracionalnéj$i predchazejici

mezistupen.

Pro pripravu latky 9f byl navrzen sled reakci zobrazeny na Schématu 10.
V poslednim kroku zamyslené syntézy vsak pozadovany produkt 9f nevznikl ani
pfi opakovani reakce za jinych teplot. Pomoci GC-MS analyz se nepodatilo
pozadovany dion detekovat. Tento negativni vysledek je mozno vysvétlit

fyzikalni podobou pouzité elementarni médi.
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Schema 10

Mo

BF,E,0, THF

@/H

t-Bu
Cu(OAc), -H,0 Cu 2+
H,O, MeOH, NaOAc Cu, CH,CI,
25°C, ?2hod
(o] o
9f

Smalym mnozstvim diketonu 13f izolovanym 2z reakce piislusného

acylchloridu a Grignardova cinidla byl proveden experiment, kdy byl diketon
13f ponechan reagovat s Grignardovym ¢inidlem 6b (Schéma 11). Pokud by
diketon byl prekurzorem isochromanonu, dal by se pii této reakci ocekavat jeho
vznik. V reakéni smési se vsak i po dlouhé dob¢ vyskytoval pouze nezreagovany
diketon, coz byl necekany vysledek vzhledem k pfitomnosti dvou oxo skupin.
Nicméné tuto reakci nebylo mozné opakovat z diivodu velmi malého mnozstvi

dostupného diketonu 13f.

Schema 11

MgCl  pgg
25°C

\
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Estery

Jiz béhem diplomové prace byly piipraveny standardy isomernich estert 14—

16 a byla studovana jejich ptitomnost v reakéni smési.

Estery 15 a 16 nebyly prikazné v reakéni smési ptitomné, jak dokladaji
porovnané chromatogramy standardti. Naproti tomu piitomnost esteru 14 byla

potvrzena jednoznacng.

o \©\ o) CH
@(OVQ\ 18 o @\ 3
CHj, 5
o 14 \ /
16 CH3

—14
—15
—16

— reakéni smés (TIC)

— m/z 284(MIC)

YT T Y N T Y Y uﬂmm.& T T mﬂmmw.mmwm_m
| j AL ] “\L%/\
Il e

I ' 1 ' I ' 1 ' 1 ' I ' 1 ' I ' 1
14,4 14,6 14,8 15,0 15,2 15,4 15,6 15,8 16,0

Retencni ¢as [min]

Obrdzek 4 — Porovnani chromatogramii pripravenych esterti a surového

produktu studované reakce
Ketony

Ketony 12 vznikaji pfi reakci acylchloridii s Grignardovymi Cinidly jako

jedny z hlavnich produkti a lze je obvykle z téchto smési izolovat. Nezavisle 1ze
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ketony 12 pfipravit s vyuzitim jiz zminénych vychozich latek za katalyzy

méd’nymi a hlinitymi solemi, jak je zndzornéno na Schématu 12.°%

Schéma 12

>H]/CI MgCl  LicCl, CuCl, AlCI,
THF, 20°C, Ar O

0]

12f

Nasledné bylo provedeno nékolik modelovych reakci (Schéma 13), které mély
za ucel odhalit chovani ketonu 12f za simulovanych podminek pivodni reakce.
Nejprve byla vyzkouSena reakce ketonu 12f s Grignardovym cinidlem 6b za
klasickych podminek reakce (THF, laboratorni teplota). Dale byla reakce
provedena v piitomnosti AlCls, ktery mtze nahradit MgCl; in situ vznikajici v
klasicke reakéni smési. U reakci provedenych v ptitomnosti Grignardova Cinidla
doslo ke vzniku oéekdvaného alkoholu 8f a dalSich minoritnich latek, ovSem
pozadovany isochromanon 7f ani dion 9f nebyl v reak¢ni smési pomoci analyzy
GC-MS identifikovan. Nasledné byl postup modifikovan. Grignardovo cinidlo
bylo piidano do roztoku ketonu 12f, poté byl pfidan acylchlorid 5b a byla reakce
ponechana michat pfi laboratorni teploté. Pomoci GC-MS byl v surovém
produktu zjistén opét vyskyt alkoholu 8f a nebyla potvrzena piitomnost
hledaného isochromanonu. U dalSich dvou reakci byl ponechén reagovat keton
12f s acylchloridem 5b v piitomnosti NaH a t-BuOK. Jako prvni z téchto dvou
reakci byla provedena reakce sNaH. Na zakladé GC-MS analyzy nebyl
prokdzan vznik ani jedné z oCekavanych latek. V ptipadé reakce provadéné
v ptitomnosti t-BuOK, byl zaznamendn vyskyt dvou latek, jejichz hmotnostni
spektra naznacovala, ze by mohlo jit o dion 9f. Pro identifikaci byl pouzit

standard dionu 9f izolovany ze surové reakéni smési reakce acylchloridu 5b a
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Grignardova c¢inidla 6b. Latka s pozd¢jsim retenénim Casem

porovnani se standardem identifikovana jako dion 9f.

Schema 13
Reakce 1
71,9f
THF, 25°C
Reakce 2
0 MgCl ﬂ% Thof
THF, 25°C
Reakce 3
o] MgClI AlCl X
Jﬁ(m THF, - 25°
o]
Reakce 4
o] MgClI AlCI, ; E
| cl THF, 25°C
o
Reakce 5

NaH
. cl Hé 71,9f
DEE, - 25°C
(o]

byla na zéklad¢

7f,9f

71,9

Reakce 6

t-BuOK

_— =

DEE, 25°C
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Isochromanony

Jak jiz vyplynulo z pfedchoziho textu, sledované isochromanony vznikaly pfi

vSech studovanych reakcich acylchloridii s Grignardovymi ¢inidly. V pfipadé

1sochromanontl izolovanych z reakci AdCOCI a t-BuCOCI s
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Grigardovymi ¢inidly 6a—c (viz Schéma 8) byly pfipraveny monokrystaly
vhodné pro RTG difrakéni analyzu. Diky flexibilit€ oxanonového kruhu mohou
molekuly isochromanonil zaujimat dvé vyrazné odlisné konformace, ve kterych
jsou roviny proloZzené benzenovymi kruhy benzylu a isochromanonového
skeletu vzajemné pfiblizn€¢ rovnobézné (uzaviena konformace) nebo na sebe
kolmé (oteviena konformace). VSechny pozorované formy jsou 1 s hodnotami
velikosti tthlu mezi zminénymi rovinami uvedeny v Tabulce 2. Zejména s
ohledem na biologickou aktivitu derivatli isochromanonu je tato existence dvou

stabilnich, vyrazn¢ geometricky odlisnych, konformert zajimava.

V ptipad¢ latky 7e se podafilo ziskat dva polymorfy v zavislosti na
podminkach krystalizace. Polymorf s molekulami v uzaviené konformaci
zobrazeny na Obrazku 5 vlevo, byl pfipraven krystalizaci z hexanu za nizsi
teploty (—30°C) zatimco polymorf s otevienou konformaci, zobrazen na

Obrazku 5 vpravo, krystalizoval opét z hexanu, ale pii pokojove teploté.

Obrazek 5- ORTEP diagramy dvou polymorfii latky Te
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Tabulka 2

isochromanon — o[ —
oteviena forma uzaviena forma
7a 88,47 24,05
7b 87,33 -
7c - 21,32
Te - 2291
Te 88,89 -
7f - 36,07
79 - 21,67

2 {thel mezi rovinami prolozenymi uhlikovymi atomy aromatického kruhu benzylu a isochromanonu
Diony

Jednou ze skupin produktt, které vzdy vznikaly pii reakci benzylovych
Grignardovych  Cinidel s acylchloridy, byly latky 9  obsahujici
1,3-dionovy systém (oznacované v této praci jako diony). U téchto latek byla
podrobnéji studovana struktura v pevné fazi i v roztoku. Substituenty v polohach
1, 2 a 3 pak siln€ ovliviiuji posun rovnovahy k té ¢i oné form¢. Diony 9a, 9¢ a
9d izolované z reakci chloridu kyseliny 5a a pfislusnych Grignarovych ¢inidel
6a, 6¢ a 6d existuji v pevném stavu vyhradné v dioxo form¢. Tato série byla
obohacena o latky ziskané nitraci dionu 9a (Schéma 14), pfi¢emZ u obou

ziskanych regioisomeril byla opét pozorovana pouze dioxo forma.

Schema 14
NO,
NO,
ACONO,
> +
9a AC,0 (0] (0]
30 min, -15°C
0 0

Pomoci NMR bylo potvrzeno, ze i v roztoku se vyskytuji exklusivné dioxo

formy.
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3.4 Sledovani distribuce selektivniho isotopového znaceni

vychozich latek

Jako posledni moZnost k objasnéni zplsobu vzniku sledovanych
isochromanont bylo vyuzito sledovani distribuce izotopického znaceni

vychozich latek pomoci NMR ¢i MS.

Jak jiz bylo popsano, reakce je do zna¢né miry nezdvislda na volbé
acylchloridu. Proto byla navrzena a rozpracovana moznost sledovani distribuce
13C uhliku karbonylové skupiny acylchloridu. Jediny komeréné dostupny takto
znaCeny chlorid kyseliny je [**C1]-acetylchlorid. Vyuziti této latky ovSem
selhalo, protoze se nepodafilo pfipravit autenticky standard odpovidajiciho
isochromanonu a potvrdit, Ze hledany isochromanon vznika v detekovatelném
mnozstvi 1 pii reakci acetylchloridu s vhodnym Grignardovym ¢inidlem. Proto
byla navrzena moznost sledovani distribuce *C uhliku karbonylové skupiny
pivaloylchloridu. Jelikoz znaeny ['*C1]-pivaloylchlorid neni komeréné

dostupny, byl vypracovan postup syntézy, vedouci k jeho ptipravé (Schéma 17).

Schéma 17

3
Na, CO4+H,50, —=">CO,+H,0+Na,S0,

©i\MgCI O
N socl
>L &, >L 3 OH —2, Cl 13,
Cl  DEE, reflux MgCl toluen DEE, rt, 48hod
5 60-65°C O 13

(0]

0]

Znaceny chlorid byl ponechan reagovat s Grignardovym c¢inidlem 6b za
podminek studované reakce. Surova reakéni smés byla rozdélena na pét frakci
pomoci sloupcové chromatografie a jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci

NMR (Obrazek 6).

PtestoZe jednotlivé frakce obsahovaly smési produktii, byla jejich identifikace

provedena s pomoci neznacenych komponent smési nezdvisle izolovanych
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Z ptedchozich reakci (Obrazek 6). Na zaklad¢ kvalitativniho porovnani
relativnich intenzit signalti se domnivame, Ze v obou pozicich, tedy e i f ve
struktufe isochromanontl, je patrné obohaceni isotopem ¥C a oba uhlikové

atomy tedy pochazi z vychoziho pivaloylchloridu.

164.9231
87.8003

o
(1]
o]
87.4248=n

211.8027+

163.7531@

214.0006 o
168.0577
88.2120

208.2081

208 200 192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72
Chemical Shift (ppm)

Obrdzek 6 — BC NMR spektrum frakce obsahujici  sledovany
isochromanon ziskany  separaci  surového  produktu  reakce [BC1]-

pivaloylchloridu s 6b

Jiz béhem diplomové prace bylo zjisténo, za pouziti pfipraveného adamantan-
1-karbonylchloridu znadeného na karbonylovém kysliku izotopem 80 (viz
Schéma 18), Ze pouze jeden kyslikovy atom ve struktufe isochromanonu

pochazi z vychoziho chloridu kyseliny.

Pro pfipravu znaceného adamantan-1-karbonylchloridu byl jako vhodny a
dostupny prekurzor zvolen adamantan-1-karbonyl chlorid, ktery byl
hydrolyzovan znacenou vodou za vzniku karboxylové kyseliny, kterd byla opé&t

pifevedena na acylchlorid reakci s SOCI, (Schéma 18). Mira izotopového
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znaCeni byla sledovana pomoci hmotnostni spektrometrie. Vysledny
iIsochromanon byl po reakci s Grignardovym ¢inidlem 6C analyzovan pomoci

ESI-MS. Cely postup a ziskana MS spektra jsou znazornéna na Schématu 18.

Schéma 18

SOCl, H;ﬂ [}
| o —_— o — 180\
. H H
M M+1 M+2 M+3 M+4
o 0 o

EI-MS

M=80m/z “

HsC
MgcCl MW+ M2 M3 W+
EI-MS
s0CI, M=181m/z
Cl e——2

CHy e— "
-

M WM+1 M+2 M+3 M+4
ESI-MS
M=401m/z

~H

Me OH
Gaco,
~100% znageny 10

~100% znaseny 180
o]
\CHz ~50% znaceny 18Q
M M+1 M+2 M+3 M+4

APCI-MS
M=195m/z

Zjisténi, Ze ve vysledném isochromanonu pochazi z acylchloridu pouze jeden
kyslikovy atom, bylo ponékud piekvapivé. Pokud by totiz platil predpokladany
zptusob vzniku isochromanonli, musely by z acylchloridu pochéazet oba
kyslikové atomy. Jako mozné zkresleni vysledku tohoto experimentu se jevila
ztrata znaceni na atomech kysliku pfi separaci isochromanonu z reakéni smési
pomoci sloupcové chromatografie. Abychom tuto eventualitu vyloucili, byla
vypracovana metoda pro ziskany MS spektra isochromanonu pfimo ze surove
smési. Prestoze v tomto modifikovaném postupu nepfiisla reakéni smés do styku
s vodou (reakce byla ukonéena ptidanim roztoku HCI v suchém MeOH),
zjisténa mira znaceni byla stejna jako v plivodnim piipadé. Je tedy velmi
pravdépodobné, ze skuteCné pouze jeden kyslikovy atom ve struktufe

isochromanonu pochdzi z vychoziho acylchloridu.

26



4. ZAVER

Na =zaklad¢ stanovenych cili byla provedena ftada reakci, za ucelem

vysvétleni zplisobu vzniku isochromanonovych derivati.

Ziskané vysledky ukézaly, Ze vznik derivatl isochromanonu ve studovaném
reakénim systému je obecny jev nezavisejici na jedné konkrétni struktufe
acylchloridu. Odpovidajici derivaty isochromanonu byly detekovany v piipadé
pouziti adamantan-1-karbonylchloridu, pivaloylchloridu i chloridu kyseliny
cyklohexankarboxylové. RovnéZz substituce aromatického kruhu Grignardova
¢inidla (methylova ¢i methoxy skupina v polohach -ortho, -meta, -para) zasadné
neovliviiuje mnoZzstvi pozorovaného isochromanonu ve smési. Je ovSem

nezbytné, aby Grignardovo ¢inidlo obsahovalo benzylovy skelet.

Schéema 20

R=t-but, Ad

Pivodni navrzeny zptisob vzniku isochromanonového derivatu ptedstavuje

cesta A znazornéna na Schématu 20. Reakci latky 5 a 6b vznikd ocekavany
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keton 12, ktery byl v reakéni smeési spolehlivé prokazan. V druhém kroku
reaguje keton 12 sdalsi molekulou benzylmagnesiumchloridu za vzniku
alkoholu 8 (rovnéz ve smési prokazany). Alkohol 8 muze teoreticky reagovat
s dal$i molekulou acylchloridu 5 za vzniku odpovidajiciho esteru. Nasledné
odstépeni adamantanu a cyklizace by mohla poskytnout sledovany
isochromanonovy derivat. Jakkoliv je tento zplsob vzniku isochromanonu
intuitivni ze strukturniho hlediska, m& dvé hlavni slabiny. Prvni souvisi s
nejasnym zpusobem odstépeni adamantanu (mél by odstupovat jako karbanion)
a druhy problém spociva v nesouladu s provedenou analyzou distribuce kysliku
80 z vychoziho acylchloridu, kterd ukazala, Ze jen jeden kyslikovy atom
pochazi z acylchloridu. Cestou A by ovSem z acylchloridu mély pochazet oba
kyslikové atomy. I druhy mozny zplsob (Schéma 20 B) spocivajici v reakci
karbaniontu vzniklého z ketonu 11, produktu pfesmyku ketonu 12, s dalsi
molekulou nezizomerovaného ketonu 11 a nasledné cyklizaci za odStépeni
adamantanu a vzniku isochromanonového derivatu trpi stejnymi nedostatky jako
zpisob A, tedy neodpovidajici distribuciisotopu 8O a nepravdépodobnym

odstoupenim adamantanového aniontu.

Alternativni zplsob vzniku isochromanonu zohlediujici vysledky sledovani
distribuce 80 a 3C z acylchloridu musi po¢itat pouze s jednim atomem kysliku,
ale se dvéma atomy uhliku potencidlné¢ pochazejicimi ze dvou molekul
acylchloridu. Zdrojem kysliku mimo acylchlorid miize byt ¢aste¢né oxidované
Grignardovo c¢inidlo. Prislusny alkoxid by poté mohl reagovat s acylchloridem
na ester 14, ktery byl v reak¢ni smési nalezen a potvrzen pomoci nezavisle
pfipraven¢ho a identifikovaného standardu. Dalsi transformace tohoto esteru
hypoteticky vedouci ke sledovanému isochromanonu je ale opét nejasna, nebot’
izomerni estery 15 a 16 vreakéni smési nebyly detekovany. Pfes vSechny
pochybnosti se vSak jevi ptivod jednoho z kyslikovych atomi isochromanonu v
oxidovaném Grignardové CcCinidle jako nejpravdépodobnéjsi. Pokusy se

zamérnou kontaminaci reakéni smési plynnym kyslikem ovSem nevedly ke
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vzniku sledovaného isochromanonu nebot’ Grignardovo c¢inidlo bylo velmi
rychle kvantitativné pfevedeno na zminény alkoxid. Zda se tedy, Ze pro vznik
isochromanonu je klicové spravné nastaveni koncentraci oxidovaného cinidla
(zdroj kysliku), intaktniho ¢inidla (baze a zdroj aromatickych kruht) a
acylchloridu (zdroj karbonylu a alkylového substituentu v poloze 3
isochromanonového skeletu). Jiny moZzny zdroj kysliku, tedy atmosféricky CO;
(Schéma 20 D), byl spolehlivé vyvracen provedenim reakce v atmosféie CO,,
kdy nebyl pozorovéan zadny vliv pfitomného CO; na mnozZstvi isochromanonu v

surovéem produktu.

Reakce acylchloridu s Grignardovym c¢inidlem poskytovala rovnéz dalsi
zajimavé produkty, které byly zkoumany jako mozné intermediaty studovanych
isochromanonovych derivati. Mezi tyto produkty jednoznaéné prokazané v
reakénich smésich patfi slouceniny 9 s 1,3-dionovym systémem, latky 13 se
dvéma neekvivalentnimi oxo skupinami (Schéma 20 E) nebo jiz zminéné ketony
11 a 12. Vyuziti téchto latek v reakcich s acylchloridy a/nebo Grignardovymi

Cinidly vSak nevedlo k detekci sledovanych isochromanontl.

Kromé vySe uvedenych poznatkli o zplisobu vzniku isochromanonovych
derivati se podafilo pfipravit monokrystaly latek 2-(1-adamantyl)-1,3difenyl-
propan-2-ol (8a) a 1l1-adamantyl-2-methylfenylketon (11a), potvrdit jejich

strukturu pomoci RTG difrak¢ni analyzy.

Dale bylo popsano zajimavé konformaéni chovani u péti izolovanych
isochromanontl. Bylo zji§téno, Ze tyto derivaty mohou v pevné fazi zaujmout
dvé zcela odlisné konformace, ve kterych jsou roviny proloZzené benzenovymi
kruhy benzylu a isochromanonového skeletu vzijemné ptiblizné rovnobézné
(uzaviena konformace) nebo na sebe kolmé (oteviend konformace). V ptipadé
isochromanonu 7e se podafilo piipravit krystaly dvou polymorfii, jeden

s molekulami v oteviené a druhy s molekulami v uzaviené konformaci. Zejména
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s ohledem na biologickou aktivitu derivatli isochromanonu je tato existence

dvou stabilnich, vyrazné geometricky odliSnych, konformerti zajimava.

V neposledni fadé¢ byla provedena detailni strukturni analyza 1,3-dioxo
derivati 9 prokazujici exklusivni existenci dioxoformy téchto latek a to jak

v pevné fazi, tak v roztoku.
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6. SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 — Chromatogramy a EI-MS spektra isochromanonovych derivati

Obrazek 2 — \Iytezky isochromanonu (absolutné v mg) v zavislosti na
promennych podminkach studované reakce

Obrazek 3— ORTEP diagram latky 13f

Obrazek 4 — Porovnani chromatogramii pripravenych esterit a surového
produktu studované reakce

Obrazek 5 — ORTEP diagramy dvou polymorfii latky Te

Obrdzek 6 — 3C NMR spektrum frakce obsahujici sledovany isochromanon
ziskané separact surovéeho produktu reakce [13C1]-pivaloylchloridu s 6b
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7. SEZNAM ZKRATEK

Ac acetyl

ADH-A alkohol dehydrogenasa

Bn benzyl

Bu butyl

DMC dimethylkarbonét

DME 1,2-dimethoxyethan

DMF dimethylformamid

ESI elektrosprejova ionizace

Et ethyl

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
Me methyl

NMR nuklearni magneticka resonance

NZ neznama latka

Ph fenyl

THF tetrahydrofuran

TMEDA N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin
TMSTf trimethylsilyl-trifluormethansulfonat
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

Py pyridin

RTG Rontgenovo (zatfeni)
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